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miR-100 在 上 皮 性 卵巢 癌 顺 铂 耐 药 细 肥 中 的 表达 及 其 与 耐 约 的 
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Expression of microRNA-100 and its correlation with drug resistance in human ovarian 


摘要 :目的 WMM RNA-100CmiR-100) Zr A. E HEP BE E 8 Ug 243 29 Re v R ERRA CERE ZU OR AR S ZA 脂 质 体 
lipofectamine 2000 介 导 成 熟 miR-100 模 拟 物 (mimics) 及 阴性 对 照片 段 (INC) | [38 9 (inhibitor) X D] 49] HR Fr Ez (inhibitor NC) 
分 别 转 染 人 卵 集 癌 顺 铂 耐 药 细胞 株 SKOV3/DDP。 实 验 分 为 6 组 :SKOV3 组 .SKOV3/DDP 组 .miR-100 mimics 组 .NC 组 、 
miR-100 inhibitor 组 及 inhibitor NC 组 。 实 时 奕 光 定量 PCR 及 CCK8 法 分 别 检测 各 组 细胞 中 miR-100 的 表达 和 顺 铂 半数 抑制 浓 
EAC). AR (1) SKOV3/DDP 细 胞 的 顺 铂 耐 药 指 数 (RD 为 2.23;(2) miR-100 在 SKOV3/DDP 细 胞 中 低 表达 ,与 SKOV3 相 比 
差异 有 统计 学 意义 (P<0.001);(3) 转 染 miR-100 mimics 后 ,SKOV3/DDP 细 胞 中 miR-100 的 表达 水 平 与 NC 组 相 比 上 升 38.29 
入 ,差异 有 统计 学 意义 (P<0.01) ; miR-100 mimics 组 顺 铂 ICs 与 NC 组 相 比 明显 降低 ,差异 有 统计 学 意义 (P<0.001);(4) 转 染 
miR-100 inhibitor 后 ,SKOV3/DDP 细 胞 中 miR-100 的 表达 水 平 与 inhibitor NC 组 相 比 下 降 97.7%(P<0.001) ; mi R-100 inhibitor 
组 顺 铂 IC; 与 inhibitor NC 组 相 比 明显 升 高 (P<0.001)。 结 论 miR-100 在 人 卵巢 癌 顺 铂 耐 药 细胞 中 低 表 达 ,miR-100 可 增加 卵 
梨 癌 顺 铂 耐 药 细胞 株 对 顺 铂 的 敏感 性 ,从 而 逆转 其 耐 药 。 
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Abstract: Objective To investigate the expression of microRNA-100(miR-100) and the relationship with cisplatin resistance in 
human ovarian epithelial cancer SKOV3/DDP cells. Methods The SKOV3/DDP cells were transfected with the mimics or 
inhibitor of miR-100 or negative control RNA (NC) or inhibitor negative control RNA (inhibitor NC) by lipofectamine 2000. 
The experiment was divided into six groups: SKOV3 group, SKOV3/DDP group, miR-100 mimices group, NC group, miR-100 
inhibitor group and inhibitor NC group. The expression of miR-100 and the cisplatin ICs, were measured by real-time PCR and 
CCK8 assay respectively. Results (1) The cisplatin resistance index of SKOV3/DDP was 2.23; (2) The express level of miR-100 
in SKOV3/DDP cells was significantly lower than that in SKOV3 cells (P«0.001); (3) After transfected with miR-100 mimics, 
SKOV3/DDP cells showed that the level of miR-100 was 38.29 times higher than that in the NC group(P«0.01). The cisplatin ICs, 
of miR-100 mimices group was significantly lower than that in the NC group (P«0.001); (4) After transfected with miR-100 
inhibitor, the level of miR-100 0f SKOV3/DDP was decreased by 97.7%. The cisplatin ICs; of miR-100 inhibitor group was 
significantly increased as compared with that in the inhibitor NC group (P«0.001). Conclusion The expression of miR-100 is 
downregulated in SKOV3/DDP cells. Overexpressing miR-100 may effectively increase the sensitivity to cisplatin of human 
ovarian epithelial cancer SKOV3/DDP cells and may reverse cisplatin-resistance of EOC (epithelial ovarian cancer). 
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卵 梨 癌 是 严重 威胁 女性 健康 的 恶性 肿瘤 之 一 ,其 起 
病 隐 匿 ,发 展 迅速 ,死亡 率 届 妇 科 肿 瘤 首 位 "。 近 年 来 ， 
尽管 随 着 肿瘤 细胞 减 灭 术 的 不 断 改 进 以 及 以 铀 类 为 基 
础 联合 化 疗 的 广泛 应 用 ,卵巢 癌 患 者 的 5 年 生存 率 仍 低 
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T3095, (EI TW ZU] HE Xe SE SIDE ERR REG RUE AS 
WERK S DUC CER BRE KARUL], 
寻找 有 效 逆转 耐 药 的 治疗 靶 点 对 卵巢 癌 的 治疗 具有 重 
要 意义 。 已 有 研究 表明 微小 RNA-100(microRNA-100， 
miR-100) 与 卵 梨 癌 的 临床 分 期 转移 .化疗 后 复发 及 预 
后 密切 相关 ”。 男 有 文献 报道 miR-100 与 化 疗 耐 药 相 
关 , 其 可 通过 靶 向 调节 药物 敏感 性 相关 基因 的 表达 从 而 
影响 肿瘤 对 化 疗 的 敏感 性 及 预后 5%。 目 前 ,mi 了 R-100 是 
否 与 卵 梨 癌 顺 铂 耐 药 相 关 尚 无 文献 报道 。 本 实验 由 在 
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研究 miR-100 在 卵 集 癌 顺 铂 耐 药 细胞 中 的 表达 ,探讨 
miR-100 与 卵 策 癌 细 胞 顺 铂 硬 药 的 关系 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 来 源 

人 卵 梨 浆液 性 乳头 状 圳 腺 癌 细 胞 株 (SKOV3) 由 南 
方 医科 大 学 肿瘤 研究 所 惠 赠 ,人 卵 梨 癌 浆液 性 腺 癌 顺 铂 
耐 药 细胞 株 (SKOV3/DDP) 由 青岛 大 学 医学 院 附 属 医 
院 中 心 实验 室 惠 赠 。 脂 质 体 lipofectamin2000 为 
Invitrogen 公司 产品 。CCK8 试 剂 为 日 本 同仁 公司 产 
品 。 成 熟 miR-100 模 拟 物 (mimics) 及 阴性 对 照片 段 
(NC) , FH: JJ (inhibitor) 及 阴性 对 照片 段 (inhibitor 
NC) .miR-100 葵 环 引 物 及 内 参 U6 引物 均 购 自 上 海 吉 
玛 制 药 技 术 有 限 公 司 。Trizol 购 自 日 本 TaKaRa 公 司 。 
FastQuant RT Kit (With gDNase) , SuperReal PreMix 
Plus(SYBR Green) 购 自 天 根 生化 科技 有 限 公司 。 
1.2 细胞 培养 

SKOV3 及 SKOV3/DDP 在 含 10% 胎 牛 血清 的 
RPMI 1640 培 养 液 中 ,5% CO,、37 % 饱 和 湿度 培养 箱 内 
培养 , 贴 壁 生长 。 
1.3 CCK8 法 检测 SKOV3/DDP 细 胞 的 顺 铂 耐 药 系 数 

取 对 数 生 长 期 的 SKOV3 及 SKOV3/DDP 细胞 分 
别 接种 于 96 孔 板 ,3x10 个 细胞 / 孔 ,次 日 ,加 入 终 浓 度 分 
别 为 2.4.8、16、32、64 ug/mL 的 顺 铂 ,每 种 细胞 设 无 药 
物 组 为 对 照 组 ,每 个 浓度 设 5 个 复 孔 ,每 块 板 设 3 个 空白 
孔 。 常 规 培 养 48 h 后 每 孔 加 10 uL CCK8, 继 续 孵 育 3 h, 
在 酶 标 仪 上 选择 450 nm 波长 测定 各 孔 吸 光度 (A) 并 计 
算 平均 值 。 实 验 重复 3 次 。 计 算 各 组 细胞 生长 抑制 率 ， 
顺 铂 的 半数 抑制 浓度 (Cs)。 耐 药 指 数 (RI =ICso 
(SKOV3/DDP)ICs( SKOV3). 
1.4 细胞 转 数 

取 对 数 生长 的 SKOV3/DDP 细 胞 ,以 3.5x10: 个 / 乱 
接种 于 6 孔 板 培养 ,次 日 细胞 贴 壁 ,细胞 密度 至 60%~ 
70%, 取 miR-100 类 似 物 (mimics) .抑制 物 (inhibitor) 及 
两 者 阴性 对 照片 段 NC inhibitor NC 各 100 pmoL 分别 与 

HER lipofectamine 2000 5 uL EA , f lipofectamine 

2000 试 剂 盒 操作 说 明 书 转 染 至 SKOV3/DDP。 实 验 分 
为 6 组 :SKOV3 组 ,SKOV3/DDP 组 ,miR-100 mimics 
组 ,NC 组 ,miR-100 inhibitor 组 ,inhibitor NC 组 。 
1.5 实时 定量 PCR 技 术 检 测 各 组 细胞 中 miR-100 的 表 


- 


(1) 提 取 总 RNA: 使 用 Trizol 试 剂 提取 细胞 中 的 总 
RNA;(2) 反 转录 反应 :miR-100 的 逆转 录 引 物 为 茎 环 结 
构 引 物 , 以 U6 基因 作为 内 参 ,反应 条 件 :42 % 15 min, 
95 C 3 mino(3) 实 时 严 光 定量 PCR 反 应 : 取 反 转录 产物 
分 别 进行 miR-100.U06 的 PCR 反 应 ,并 设 3 个 副 孔 ,反应 
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条 件 :95 C 10 5,60 © 30 s, 进 行 40 个 循环 。miR-100 
引物 序列 : 上 游 引 物 为 SATCATTAAACCCGTAGAT 
CCGAA3' ,下 游 引 物 为 SAATGGTTGTTCTCCACAC 
TCTCTC3'; 内 参 U6 序 列 : 上 游 引 物 为 SATTGGAAC 
GATIACAGAGAAGATT3' ,下 游 引物 为 SGGAACG 
CTTCACGAATTTG3',(4) 定 量 计算 :记录 样本 的 循环 
E mL BIER (COJE-F ELE IE, A 2^ ^ " X6 zs CU 1H 
miR-100 表 达 量 相对 于 对 照 组 表达 量 (表达 量 定 为 1) 的 
变化 倍数 ,其 中 A A Cte (Ct miR-100-Ct U6) 实 验 组 - 
(Ct miR-100-Ct U6) 对 照 组 。 实 验 重复 3 次 。 
1.6 CCK8 法 检测 转 染 后 SKOV3/DDP 细 胞 的 顺 铂 半 数 
抑制 浓度 的 变化 

SKOV3/DDP 细胞 转 染 24h 后 ,分 别 接种 于 96 和 孔 
板 ,3x10; 个 细胞 /和 孔 ,次 日 ,加 入 终 浓度 分 别 为 2.4.8、16、 
32.64 ug/mL 的 顺 铂 , 每 组 细胞 设 无 药物 组 为 对 照 组 ， 
每 个 浓度 设 5 个 复 孔 。 孵 育 48 h 后 每 孔 加 10 uL CCKS, 
继续 培养 3 h, 在 酶 标 仪 上 选择 450 nm 波长 测定 各 孔 吸 
光度 (A) 并 计算 平均 值 。 实 验 重 复 3 次 。 计 算 各 组 细胞 
生长 抑制 率 , 顺 铂 的 半数 抑制 浓度 (ICs)。 
1.7 统计 学 方法 

采用 SPSS 20.0 软 件 进行 统计 学 分 析 , 计 量 资料 用 
均 数 + 标准 差 表示 ,两 组 间 比 较 采 用 成 组 :检验 ,多 组 间 
两 两 比较 采用 单 因 素 方差 分 析 (One-way ANOVA) ,P< 
0.05 认 为 差异 有 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 SKOV3/DDP 细 胞 的 顺 铀 耐 药 指数 

SKOV3/DDP 细胞 的 ICs, 7j 8.29 ug/mL, SKOV3 
细胞 的 ICs 为 3.72 ng/mL,SKOV3/DDP 细 胞 的 耐 药 指 
HURI) X 2.230 
2.2 各 组 卵巢 癌 细 胞 中 miR-100 的 表达 

miR-100 在 SKOV3/DDP 细胞 中 呈 低 表达 ,与 
SKOV3 细 胞 相 比 表达 水 平 下 降 25 倍 ,差异 有 统计 学 意义 
(P<0.001, 图 1A)。 转 染 miR-100 mimices 后 SKOV3/ 
DDP 细胞 中 miR-100 的 表达 量 与 NC 组 相 比 上 升 38.29 
倍 , 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.01, 图 1B); 转 染 miR-100 
inhibitor 后 SKOV3/DDP 细胞 中 miR-100 的 表达 量 较 
inhibitor NC 组 下 降 97.7% ,差异 有 统计 学 意义 (P< 
0.001, 图 1C)。 
2.3 转 染 后 SKOV3/DDP 细胞 顺 铂 半数 抑制 深度 (ICso) 


SKOV3/DDP 细胞 的 存活 率 随 顺 铂 浓 度 的 增加 而 
降低 。 转 染 miR-100 mimices 后 SKOV3/DDP 细胞 对 
顺 铂 的 敏感 性 增加 ,其 IC; 明 显 低 于 NC 组 ,差异 有 统计 
学 意义 (P<0.001)。 转 染 miR-100 inhibitor 后 SKOV3/ 
DDP 细胞 顺 铀 IC: 明 显 高 于 inhibitor NC 组 ,差异 有 统 
计 学 意义 (P<0.001, 表 1)。 
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图 1 各 组 卵 梨 癌 细 胞 中 miR-100 的 表达 差异 
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Fig.1 Relative expression of miR-100 in each group. A: SKOV3/DDP gruop compraed with SKOV3 group; B: miR-100 
mimices group compraed with NC group; C: miR-100 inhibitor group compraed with inhibitor NC group. *P«0.01, **P«0.001. 


表 1 转 染 后 各 组 细胞 顺 铂 IC: 变 化 


Tab.1 ICs of cisplatin in each group after transfection (Mean+SD) 


Group ICs of cisplatin 
miR-100 mimics group 6.44x0.09* 
NC group 8.24+0.13 
ImiR-100 inhibitor group 10.22+0.15" 
inhibitor NC group 8.31+0.05 


*P«0.001 compared with NC group, "P<0.001 compared with inhibitor 
NC group. 


3 讨论 

近年 研究 表明 ,微小 miRNA 的 异常 表达 与 肿瘤 的 
发 生 发展. 转 移 及 预后 等 密切 相关 ,提示 miRNA 在 肿 
瘤 的 发 生 发 展 过 程 中 起 到 调控 的 枢纽 作用 ”。 且 目前 
已 证 实 miRNA 具有 调节 肿瘤 化 疗 敏感 性 的 作用 *"。 

miR-100 是 较 早 发 现 的 肿 疤 相关 的 miRNA, 人 研究 
发 现 其 在 鼻 咽 癌 、 非 小 细胞 肺癌 、 膀 胱 癌 、 肝 细胞 癌 、 宫 
颈 癌 等 恶性 肿瘤 中 呈 低 表达 ,miR-100 在 这 些 肿 瘤 中 发 
挥 着 抑 癌 作用 ,抑制 肿瘤 的 发 生发 展 “ 5 。miR-100 与 
卵 梨 瘤 的 关系 也 引起 了 国内 外 学 者 的 关注 。Nam A^ 
采用 miRNA 表达 谱 芯 片 技术 ,发 现在 卵巢 癌 组 织 
miR-100 miR-16 .miR-99 等 多 种 miRNA 的 表达 异 销 。 
囊 等 "研究 发 现 卵 介 癌 组 织 和 细胞 中 miR-100 的 表达 
水 平 较 正常 组 显著 下 调 , 且 miR-100 能 显著 抑制 卯 梨 瘤 
细胞 株 的 细胞 增殖 及 迁移 ,促进 细胞 凋 产 。 本 课题 组 前 
期 研究 分 析 98 例 上 皮 性 卵 梨 癌 患 者 的 miR-100 的 表达 
及 其 与 临床 病理 因素 的 关系 ,发 现 上 皮 性 卵巢 瘤 组 织 
miR-100 表 达 水 平 明显 低 于 临近 正常 组 织 ,miR-100 与 
卵巢 癌 的 临床 分 期 转移 .化疗 后 复发 及 预后 呈 负 相 
关外 。 以 上 结果 说 明 miR-100 在 卵 集 癌 的 发 生发 展 过 
程 中 可 能 发 挥 着 抑 癌 作 用 ,抑制 卵 梨 癌 的 发 生发 展 , 且 


可 能 与 卵巢 癌 的 不 良 预 后 有 关 。 

miR-100 作 为 肿瘤 抑制 因子 ,能 够 通过 转录 后 负 向 
调节 哺乳 动物 雷 怕 霉 素 靶 蛋白 (mammalian target of 
rapamycin, mTOR) 和 Polo 样 激酶 1(polo-like kinase 1, 
PLK1) 的 表达 而 调控 肿瘤 细胞 的 生长 .转移 及 对 化 疗 的 
敏感 性 。Feng 等 “研究 发 现在 肺 腺 细胞 癌 中 ,下 调 
miR-100 可 以 激活 其 靶 蛋 因 PLK1, 从 而 促进 肺 腺 细胞 
癌 对 紫杉醇 耐 药性 的 形成 。Zhu 等 ”报道 在 软骨 肉瘤 
细胞 系 中 miR-100 通 过 靶 向 mTOR-3'-UTR 并 抑制 其 表 
达 , 从 而 增加 软骨 肉瘤 细胞 系 对 顺 铀 的 敏感 性 。 也 有 文 
EEG miR-100 与 卵 梨 瘤 耐 药 的 关系 ,表明 miR-100 可 
增加 卯 梨 透 明细 胞 癌 细 胞 系 对 依 维 莫 司 的 敏感 性 所 。 
但 上 皮 性 卵 梨 癌 与 顺 铂 耐 药 的 关系 目前 尚 不 清楚 。 本 
研究 以 上 皮 性 卵 梨 癌 亲 本 细胞 SKOV3 及 其 耐 药 细胞 
SKOV3/DDP 作 为 研究 对 象 , 采 用 实时 荧光 定量 PCR 检 
测 miR-100 在 两 株 细胞 中 的 表达 差异 。 结 果 显 示 与 卵 
梨 癌 亲本 细胞 SKOV3 相 比 ,miR-100 在 卵 集 癌 顺 铂 耐 
药 细 胞 SKOV3/DDP 中 呈 低 表达 ,这 提示 miR-100 可 能 
与 上 皮 性 卵 梨 癌 顺 铂 耐 药 相关 。 为 进一步 研究 miR-100 
与 卵巢 癌 顺 铂 耐 药 的 关系 ,我 们 上 下 调 SKOV3/DDP 中 
的 miR-100 表达 后 再 行 顺 铂 IC 检测 。 结 果 显 示 ， 
SKOV3/DDP 中 miR-100 与 其 对 顺 铂 ICs 旺 人 负 相 关 , 这 
提示 miR-100 可 调节 上 皮 性 卵 集 癌 细胞 对 顺 铂 的 敏 
感性 ,进一步 证 实 miR-100 与 上 皮 性 卵 集 癌 顺 铂 耐 药 
相关 。 

本 实验 初步 探索 了 miR-100 与 卵 集 癌 顺 铂 耐 药 的 
关系 ,人 研究 发 现 miR-100 可 增加 卵巢 癌 对 顺 铂 的 敏感 
性 ,并 可 能 逆转 卵 梨 癌 顺 铂 耐 药 。 这 为 耐 药 性 卵 梨 癌 的 
防治 .逆转 耐 药 现 象 以 及 提高 化 疗效 果 提 供 新 思路 和 新 
靶 点 。 但 是 ,对 于 miR-100 逆 转 卵 梨 癌 顺 铂 耐 药 的 机 制 
及 体内 实验 还 有 待 进一步 研究 。 
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